*K-ras*基因是肺"启动"癌变的关键基因之一^\[[@b1]\]^。现已证实*K-ras*基因与肺癌的发生、发展甚至是预后均有着密切的关系。流行病学研究^\[[@b2]\]^表明肺癌的发病具有地域分布与种族差异。目前国内各地关于*K-ras*基因点突变与肺癌的研究不少，但针对广西地区的罕见。本研究应用聚合酶链反应-单链构象多态性（polymerase chain reaction-single-strand conformation polymorphism, PCR-SSCP）分析法与PCR-DNA序列分析法联合检测非小细胞肺癌（non-small cell lung cancer, NSCLC）中*K-ras*基因密码子12、13及61的点突变，旨在探讨*K-ras*基因突变与广西地区NSCLC的关系。

1. 材料与方法 {#s1}
=============

1.1. 材料 {#s1-1}
---------

### 1.1.1. 标本来源 {#s1-1-1}

收集广西医科大学第一附属医院心胸外科2007年9月-2010年5月手术切除的105例新鲜NSCLC标本，其中男性69例（65.7%），女性36例（34.3%）；汉族77例（73.3%），壮族24例（22.9%），瑶族2例（1.9%），毛南族2例（1.9%）；年龄范围24岁-84岁，中位年龄为55岁；无吸烟史57例（54.3%），有吸烟史48例（45.7%）。所有病例均由术后组织病理学诊断证实。按肺肿瘤分类2004（WHO）标准进行病理分型，鳞癌23例（21.9%），腺癌69例（65.7%），其中细支气管肺泡癌15例（14.3%）；腺鳞癌6例（5.7%）；其它类型7例（6.7%），包括大细胞癌4例（3.8%），不典型类癌1例（1.0%），粘液表皮样癌2例（1.9%）。按国际抗癌联盟标准（1997）进行临床分期，Ⅰ期、Ⅱ期58例（55.2%），Ⅲ期、Ⅳ期47例（44.8%）。肿瘤细胞分化程度好（分化级别为Ⅰ+Ⅰ-Ⅱ+Ⅱ级）71例（67.6%），分化程度差（分化级别为Ⅱ-Ⅲ+Ⅲ+Ⅳ级）34例（32.4%）。病理证实无淋巴结转移63例（60.0%），有淋巴结转移42例（40.0%）。所有患者均为初治，术前未行放、化疗或靶向治疗。同时取其中30例距癌灶边缘5 cm以外并经术后病理检查证实无癌细胞浸润的正常肺组织做对照，其中男性23例（76.7%），女性7例（23.3%），年龄范围39岁-74岁，中位年龄为52岁。

### 1.1.2. 引物的设计与合成 {#s1-1-2}

各引物序列参考文献^\[[@b3]\]^，由北京三博远志生物技术有限责任公司合成。

1.2. 方法 {#s1-2}
---------

### 1.2.1. DNA的提取及纯度 {#s1-2-1}

应用DNA提取试剂盒（离心柱型）提取组织中DNA，经紫外分光光度计作DNA纯度检测。

### 1.2.2. PCR扩增 {#s1-2-2}

反应体系为50 μL，包括：双蒸水（double distilled water, ddH~2~O）21.0 μL、引物上、下游（10 μmol/ L）各1.0 μL、模板DNA 2.0 μL及2×Taq PCR Master Mix 25.0 μL；反应条件：95 ℃ 3 min，95 ℃ 30 s、退火温度（an-nealing temperature, Ta）30 s、72 ℃ 45 s进行X个循环（其中，K-ras-exon 2的Ta为54.5 ℃，X为30；K-ras-exon 3的Ta为56.5 ℃，X为35），72 ℃ 5 min。

### 1.2.3. SSCP分析 {#s1-2-3}

取2 μL PCR产物与2 μL变性上样液（98%去离子甲酰胺、10 mmol/L乙二胺四乙酸、0.025%溴酚蓝及0.025%二甲苯氰）混匀，PCR仪中98 ℃变性10 min后立即置于冰上，5 min-10 min后取2.5 μL上样，在12%的聚丙烯酰胺凝胶（Polyacrylamide gel, PAG）\[其总体积为50 mL，配方：ddH~2~O 19.7 mL、30%丙烯酰胺混合液（丙烯酰胺：甲叉双丙烯酰胺为29:1）20 mL、5×TBE 10 mL、10%过硫酸铵350 μL及四甲基乙二胺33 μL\]中180 V（即10 v/cm）电泳。当溴酚蓝接近凝胶下缘（一般为5.5 h-6.0 h）时取下凝胶，采用银染法染色：10%乙醇固定5 min；1%硝酸氧化3 min，ddH~2~O淋洗1 min；0.2%硝酸银染色25 min-30 min，ddH~2~O淋洗1 min；3%碳酸钠+0.019%甲醛显色至条带清晰；10%冰乙酸终止显色2 min，ddH~2~O淋洗1 min。最后予保鲜膜覆盖、拍照、分析并记录结果。SSCP结果判定：以等位条带泳动异常或多出泳动条带初步判断存在点突变，筛选出来的样本进一步予DNA序列分析确认。

### 1.2.4. DNA序列分析 {#s1-2-4}

取20 μL PCR产物送予北京诺赛基因组研究中心有限公司进行测序。其中，K-ras-exon 2 PCR产物从正、反两个方向测序，K-ras-exon 3 PCR产物从反向测序。

1.3. 统计学分析 {#s1-3}
---------------

本组资料为计数资料，以百分数表示。应用SPSS 13.0软件，采用χ^2^检验或*Fisher*确切概率检验进行统计学分析，以*P* \< 0.05为差异有统计学意义。

2. 结果 {#s2}
=======

2.1. PCR扩增 {#s2-1}
------------

以K-ras-exon 2/3引物特异性扩增NSCLC癌组织及癌旁正常肺组织，获得115 bp的K-ras-exon 2片段与131 bp的K-ras-exon 3片段（[图 1](#Figure1){ref-type="fig"}）。经测序验证扩增产物与目的片段相符合。

![*K-ras*基因PCR扩增产物凝胶电泳成像图（6 cm:6 cm）。1-2：NSCLC癌组织；3：癌旁正常肺组织；M：50 bp DNA marker；4-5；NSCLC癌组织；6：癌旁正常肺组织。\
Gel electrophresis photographs of PCR amplified products for *K-ras* gene (6 cm:6 cm). 1-3: K-ras-exon 2; 4-6 K-ras-exon 3; 1-2: NSCLC tissues; 3: adjacent normal tissues; M: 50 bp DNA marker; 4-5: NSCLC tissues; 6: adjacent normal tissues.](zgfazz-14-6-507-1){#Figure1}

2.2. SSCP分析 {#s2-2}
-------------

在105例NSCLC癌组织及30例癌旁正常肺组织中，无1例*K-ras*基因突变（[图 2](#Figure2){ref-type="fig"}，[图 3](#Figure3){ref-type="fig"}），即本研究选取的NSCLC病例组的*K-ras*基因突变率为0（0/105）。期间曾筛选出9例疑似K-ras-exon 2突变的样本（其银染后在PAG上表现为两条ssDNA泳带之间多出一条泳带，如[图 1](#Figure1){ref-type="fig"}箭头所示），经序列分析证实，均未见碱基突变。

![K-ras-exon 2 PCR产物的SSCP图像(3 cm:9 cm)。1-12：已变性的PCR产物；1-7：NSCLC癌组织；8-12：癌旁正常肺组织；M：50 bp DNA marker；13：未变性的NSCLC癌组织PCR产物，作为实验对照组。\
the SSCP image of PCR products for K-ras-exon 2 (3 cm:9 cm). 1-12: denatured products of PCR; 1-7: NSCLC tissues; 8-12: adjacent normal tissues; M: 50 bp DNA marker; 13: undenatured product of PCR in NSCLC tissue, as a control group.](zgfazz-14-6-507-2){#Figure2}

![K-ras-exon 3 PCR产物的SSCP图像(3 cm:9 cm)。1-11：已变性的PCR产物；1-8：NSCLC癌组织；9-11：癌旁正常肺组织；M：50 bp DNA marker。\
the SSCP image of PCR products for K-ras-exon 3 (3 cm:9 cm). 1-11: denatured products of PCR; 1-8: NSCLC tissues; 9-11: adjacent normal tissues; M: 50 bp DNA marker.](zgfazz-14-6-507-3){#Figure3}

2.3. DNA序列分析 {#s2-3}
----------------

在105例NSCLC癌组织及30例癌旁正常肺组织中，无1例出现*K-ras*基因密码子12（GGT）或/和密码子13（GGC）或/和密码子61（CAA）中的碱基改变（[图 4](#Figure4){ref-type="fig"}，[图 5](#Figure5){ref-type="fig"}）。

![K-ras-exon 2 PCR产物的反向测序图(3 cm:9 cm)。*K-ras*基因密码子12、13均为野生型即GGT、GGC。\
The reverse sequencing map of PCR products for K-ras-exon 2 (3 cm:9 cm). codon 12 of *K-ras* gene: GGT; codon 13 of *K-ras* gene: GGC.](zgfazz-14-6-507-4){#Figure4}

![K-ras-exon 3 PCR产物的反向测序图(3 cm:9 cm)。*K-ras*基因密码子61为野生型即CAA。\
The reverse sequencing map of PCR products for K-ras-exon 3 (3 cm:9 cm). codon 61 of *K-ras* gene: CAA.](zgfazz-14-6-507-5){#Figure5}

3. 讨论 {#s3}
=======

*K-ras*基因属于RAS原癌基因家族，位于12号染色体上，主要功能是编码P21蛋白质（一种分子量为21 kDa的磷蛋白），后者位于细胞质膜内面，对GTP（guanosine triphosphate，三磷酸鸟苷）和GDP（guanosine diphos-phate，二磷酸鸟苷）均具有很强的亲和性，且具有同源性GTP酶活性，通过接受和传递细胞外生长刺激信号影响细胞内核酶等生物大分子合成，进而对细胞的生长和分化进行调控^\[[@b4]\]^。当*K-ras*基因Exon 2中的密码子12、13和Exon 3中的密码子61发生点突变而使*K-ras*基因被激活，可导致p21蛋白在关键位点（第12、13及61）发生氨基酸改变，引起K-ras蛋白的异常表达^\[[@b5]\]^，导致p21蛋白结构改变并一直处于激活状态，失去了其原有的信号传导功能，持续地激活磷脂酶并产生第二信使，造成细胞不可控制地增殖、恶变，最终导致肺癌的发生。

肺癌中*K-ras*基因点突变主要发生在NSCLC，常见的突变位点是*K-ras*基因Exon 2的密码子12、13及Exon 3的密码子61^\[[@b6]\]^。而NSCLC中近97%的*K-ras*基因突变涉及密码子12及13^\[[@b7]\]^。本研究应用PCR-SSCP分析法与PCR-DNA序列分析法联合检测了105例NSCLC癌组织及30例癌旁正常肺组织中*K-ras*基因密码子12、13及61的点突变，未发现有*K-ras*基因碱基改变，即本研究选取的NSCLC病例组的*K-ras*基因突变率为0（0/105）。此结果与西方国家约15%-30%的NSCLC患者存在*K-ras*基因突变的研究^\[[@b8],\ [@b9]\]^发现明显不相符合，与国内刘峰（2.9%）^\[[@b10]\]^、Li（5.8%）^\[[@b11]\]^、张阳（3.8%）^\[[@b12]\]^、及孙蕾娜（4.7%）^\[[@b12]\]^等学者报道的中国NSCLC患者*K-ras*基因突变情况亦有所不同。顾其华等^\[[@b14]\]^应用PCR和测序方法分析33例肺鳞癌和27例肺腺癌*K-ras*基因外显子2和3的突变，同样未发现有*K-ras*基因密码子12、13及61中的碱基改变。

考虑主要有以下两方面原因：一是*K-ras*基因在广西地区NSCLC中确实突变少或无突变，即*K-ras*基因突变存在区域异质性；二是实验中*K-ras*基因突变检测存在假阴性，其可能原因主要有：①标本取样不当，即正常组织过多而肿瘤组织过少，造成突变检测结果假阴性；②检测方法有待优化，目前检测基因点突变的方法较多，各有优缺点，本研究应用了诸多方法中的PCR-SSCP分析法与PCR-DNA序列分析法。PCR-SSCP分析法是根据DNA单链在非变性PAGE中，其迁移率除与链的长短有关外，更主要决定于单链所形成的二级空间构象，若DNA片段中碱基发生突变，将会引起单链DNA二级空间结构的改变，使SSCP凝胶上出现异常移动的泳带。PCR-SSCP分析法是一种快速、灵敏且有效检测基因点突变的方法，其突变检出率在50%-80%之间，但它不能识别突变位置，且当碱基转换或颠换不影响DNA构像时其检出率较低，如当G-T之间的颠换，其检出率为57%，而且突变位点周围序列的变化对SSCP分析结果影响非常小，检测存在假阴性。除实验条件的局限之外，少数突变不能检出可能是由于点突变引起的空间构象变化甚微、迁移率相差无几所致，尤其是点突变发生在扩增片段的两端时^\[[@b15]\]^。本实验中有9例样本出现异常泳带而序列分析证实无碱基突变，考虑是在某个温度、某种电泳缓冲液浓度或是一定配比的凝胶中，一个等位基因会有两种构象，在非变性凝胶中电泳就会有两条泳带^\[[@b16]\]^。PCR-DNA序列分析法即直接测序法，是国际上公认的基因突变检测方法。由各种突变检测技术检测到的突变最后都得由测序来确定突变类型及突变位置，而且测序法检测突变的效率达到100%。当然，直接测序法也不能被当成是突变检测的金标准，杂合突变、胶压缩、GC富集区的存在等问题使得很难通过一次测序获得精确的数据。综合分析，通过严格取材，联合应用PCR-SSCP分析法与PCR-DNA序列分析法，部分样本经二次、甚至多次测序确认等措施，本研究已将*K-ras*基因突变检测中存在的假阴性率控制到了最低。故考虑*K-ras*基因在广西地区NSCLC中突变少或无突变是由其区域异质性所致。

*K-ras*基因表达产物作为重要的表皮生长因子受体信号转导的下游效应子，其基因突变与患者对EGFR-TKIs耐药呈正相关，故对K-ras测序可能有助于选择患者接受TKI治疗^\[[@b17]\]^。本研究中，广西地区NSCLC中*K-ras*基因野生型的比例高，提示广西地区NSCLC患者更能从EGFR-TKIs治疗中获益。由于纳入研究的样本量相对较少，有待更多大样本进行进一步的研究。
